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(57) Abstract: The invention relates to a novel pharmaceutical composition and to the method of producing same from the fruits 
^ of the royal palm (Roystonea regia) in order to prevent and/or treat benign prostatic hyperplasia (BPH) and prostatitis as well as 

alopecia and hirsutism. The inventive composition comprises a mixture of free fatty acids and/or the esters thereof, within a range 
\Q of between 8 and 28 carbon atoms, in particular between 8 and 18 carbon atoms, and, more specifically, saturated straight-chain free 
ON fatty acids with 8, ID, 12, 14, 16 and 18 carbon atoms and mono-unsaturated free fatty acids with 16:1 and 18:1 carbon atoms. The 
^ inventive method of producing the aforementioned composition comprises the drying and crushing of the fruits, with optional basic 
£2 hydrolysis, and, subsequently, selective extraction in organic solvents. 

^ (57) Resumen: Esta invention estd relacionada con la obtenci6n a partir de una nueva composici6n farmaceutica y su proceso de 
O obtenciOn a partir de los frutos de la palma real (Roystonea regia) para prevenir y/o tratar la hiperplasia (HPB) y la prostatitis, asf 

co mo de la alopecia y el hirsutismo. La composition incluye una mezcla de acidos grasos libres y/o sus esteres dentro de un rango 
^ entre 8 y 28 atomos de carbono, especialmente entre 8 y 18 atomos de carbono y mds especialmente aquellos saturados de cadena 
Q lineal de 8, 10, 12, 14, 16 y 18 atomos de carbono y los monoinsaturados de 16:1 y 18:1 atomos de carbono. Estd composition se 
^ obtiene mediante un proceso en el cual inicialmente se secan y muelen los frutos, sometiendose 6 no a hidrOlisis basica, realizandose 

posteriormente una extraction selectiva en solventes organicos. 
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COMPOSICI6N FARMACEUTICA Y PROCEDIMIENTO PARA EL TRATAMIEN TO Y 
PREVENCI6N DE LA HIPERPLASIA PROSTATICA Y LA PROSTATITIS A PARTIR DE 
LOS FRUTOS DE ROYSTONEA REGIA (PALMA REAL) 

5 

Sector tecnico 

Esta invention esta relacionada con la industria farmaceutica y en particular con la 
obtencion de una nueva composition farmaceutica y su proceso de obtencion a partir de ... 
los frutos de la palma real (Roystonea regia) para prevenir y/o tratar la hiperplasia 

10 prostatica benigna (HPB) y la prostatitis. La composition incluye una mezcla de acidos 
grasos libres y/6 sus esteres, eventualmente con un rango extendido entre 8 y 28 atomos 
de carbono, especialmente aquellos entre 8 y 18 atomos de carbono y mas especialmente 
aquellos saturados de cadena lineal de 8, 10, 12, 14, 16 y 18 atomos de carbono y los 
acidos monoinsaturados de 16:1 y 18:1 atomos de carbono. Los acidos grasos libres se 

1 5 enriquecen a partir de la hidrolisis de los esteres. 

Esta composition se obtiene de los frutos de la palma real mediante un proceso de 
obtencion en el cual inicialmente se secan y muelen los frutos, y que incluye una hidrolisis 
basica del material vegetal para obtener un saponificado que ulteriormente se somete a 
una extraction selectiva en solventes organicos 6 bien mediante una extraction selectiva 

20 de la mezcla de acidos grasos. Ambos procedimientos permiten obtener composiciones 
con propiedades farmacologicas similares que el extracto sin saponificar. 

Las mezclas asf obtenidas son similares al ingrediente activo de diferentes 
formulaciones farmaceuticas utilizadas en el tratamiento de la HPB y la prostatitis, asi 
como de otras enfermedades, tales como la alopecia y el hirsutismo. 

25 La presente invention se relaciona con la industria farmaceutica, pues la 

composition farmaceutica obtenida puede ser utilizada como tal 0 en formulaciones 
farmaceuticas como medicamento contra la HPB, la prostatitis, la alopecia y el hirsutismo. 
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Tgcnica Antei 




La prostata es una glandula situada inmediatamente debajo de la vejiga y la HPB 
es una enfermedad que se manifiesta en mas del 50% de los hombres por encima de 16s 
50 anos. Consiste en un alargamiento de la fibra muscular y la estructura epitelial de la 
5 glandula que puede causar una obstruction urinaria que frecuentemente requiere cirugfa 
para aliviar los sintomas de retention urinaria, tales como trastornos de la miction, 
incluida la nicturia (Madsen and Bruskewitz, Curr Opinion Nephrol Hipert 4: 455-459, 
1995). Mientras la cirugfa, particularmente la resection transuretral, ha sido el principal 
tratamiento empleado durante mucho tiempo en pacientes con esta patologia, 

10 recientemente han surgido una variedad de opciones de tratamiento (Oesterling, New 
Engl. J. Med 332: 99-109, 1995; Geller et al, J. Clin. Endocrinol Metab. 80, 745-756, 
1995). Ello incluye, tecnicas quirurgicas no invasivas y varios tipos de tratamiento con 
drogas como inhibidores de la 5a-reductasa (Boyle et al Urology; 48:398-405, 1996), 
antagonistas alfa adrenergicos y extractos fitoterapeuticos. 

15 Las hormonas sexuales masculinas juegan un papel muy importante en la 

patogenia de esta enfermedad, principalmente la testosterona, la cual se transforma por 
action de la 5a-reductasa en su forma mas activa la dehidrotestosterona (DHT). La DHT 
se combina con los receptores androgenics y asf promueve la sfntesis de proteinas con 
el consiguiente crecimiento celular. En tal sentido, una actividad incrementada de la 5a- 

20 reductasa podria desencadenar la HPB, ya que los niveles de DHT en pacientes que 
sufren esta patologia se encuentran incrementados de 4 a 6 veces. 

La causa exacta de la HPB es desconocida, pero queda claro que su frecuencia se 
incrementa con la edad y depende de la presencia de testis. El androgeno que interviene 
en el crecimiento de la prostata es la DHT, la cual se forma en la prostata a partir de la 

25 testosterona, reaction catalizada por la enzima 5a-reductasa. Estudios realizados 
demuestran que el crecimiento de la prostata esta directamente relacionado con el 
incremento de los niveles de DHT. Por otra parte, en ef hombre de mas de 50 anos de 
edad la production de estradiol incrementa con relation a otros androgenos y ha sido 
encontrado en modelos animates que los estrogenos actuan sinergfsticamente con la DHT 

30 para inducir hyperplasia prostatica. 

Los sintomas de la HPB estan asociados a la obstruction o irritation de la uretra y 
resultan molestos para el paciente. Entre estos sintomas se pueden mencionar: nicturia, 
disuria, disminucion del tamano y fuerza del flujo de orina, sensation de vaciado 
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incompleto y retenciorWrinaria. La mayorfa de los sintomas empiezan gradualmente, sin 
embargo, cuando los desordenes progresan los sintomas empeoran, siendo necesaria la 
aplicacion de una terapia farmacologica. 

Asi, antagonistas ct-adrenergicos como el alfuzosin, doxazosin, terazosin, etc 
5 (Chappie, Eur. Urol 29, 129-144, 1996) y diversos extractos de plantas han sido 
ampliamente empleados. En estos momentos el empleo de la fitoterapia es comun en 
Europa y los Estados Unidos, y estos representan el 80 % de todas las drogas prescritas 
para el tratamiento de la HPB. 

En particular, extractos de los frutos de Saw palmetto (Sabal serrulata, syn. 

10 Serenoa repens) y de las raices de la Urtica dioica son populares. Se han realizado 
ensayos cllnicos controlados a doble ciego donde se compararon los efectos de extractos 
de Saw palmetto con finasteride, un potente reductor de la 5a-reductasa encontrandose 
una eficacia similar durante 6 meses de tratamiento (Carraro et al, Prostate 29, 231-240, 
1996; Marks et al Journal of Urology 163: 1451-1456, 2000). Por otra parte, un extracto de 

15 raices de Urtica dioica ha sido empleado clinicamente para el tratamiento de la HPB. 
Algunos datos histologicos y biologicos demostraron el efecto de las raices sobre el 
crecimiento de las celulas prostaticas dependientes de androgenos. 

El mecanismo de accion del Saw palmetto no esta totalmente identificado, y 
parece incluir mas de un simple mecanismo. Asf, investigaciones realizadas han 

20 demostrado que puede ejercer una inhibition no competitiva de los receptores alfa 
adrenergicos, sugiriendo un mecanismo similar al tamsulosin. Otros autores plantean que 
permite la contraction epitelial, posiblemente por la ruptura de la glandula, sugiriendo un 
mecanismo similar al finasteride con bloqueo de la enzima 5a reductasa, el cual parece 
ser un mecanismo fundamental (Niederprum et al, Annals N.Y. Acad Sci, 768, 227-30, 

25 1995). 

La alopecia androgenica se presenta tanto en hombres como en mujeres y se ha 
visto que depende de androgenos ya que la calvicie esta relacionada con los niveles de la 
enzima 5 a- reductasa, por lo que el andr6geno relacionado con la calvicie es la DHT, el 
cual se produce a partir de la testosterona por la accion de esta enzima. Asf, niveles 
30 elevados de la enzima 5 a- reductasa han sido detectados en la zona frontal de hombres 
calvos (Bingham KD et al, J. Endocrinology 57, 111, 1973), mientras que hombres que 
presentan el sindrome de deficiencia de la enzima 5 a- reductasa no sufren de la perdida 
del cabello (Ebling FJ, Clin Endocrinol Metab 319, 1986). 
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ostrar que la perdida del cabello es^Pf fenomeno ampliamente 
distribuido que puede comenzar desde edades posteriores a la pubertad, por lo que se 
hace necesario desarrollar productos que eviten la calvicie en hombres y mujeres. 

Como se conoce, extractos lipidicos del Saw palmetto inhiben la hormona DHT, 

5 bloqueando el 50 % de los sitios de enlace de la DHT a los receptores e la entrada de la 
DHT al nucleo de las celulas prostaticas, inhibiendo fuertemente la actividad de la enzima 
5 a- reductasa, por lo que extractos de dicha especie han sido utilizados en el tratamiento 
de la alopecia (WO9702041 , USA 6,019,976 y W09833472). 

El extracto de Saw palmetto utilizado comercialmente para el tratamiento de la HPB 

10 benigna es una mezcla de acidos grasos, que tambien contiene esteroles y alcoholes de 
alto peso molecular, que se obtiene a partir de los frutos de la planta por diferentes 
metodos reportados (EP0541853, EPO492305, EPO250953, USA Patent 6,039,950, 
Cristoni, Fitoterapia 68, 355, 1997; DeSwaef Nat Prod Letters 7, 223, 1996). Sin embargo, 
pocos autores han reportado un metodo tan sencillo y economico como el reivindicado en 

15 la presente invencion para la obtencion de un extracto de los frutos de una Arecacee, en 
este caso, los frutos de Roystonea regia. 



Divulgacion de la Invencion 

El procedimiento de obtencion de la composicion objeto de la presente invencion se 
20 basa en el secado de los frutos maduros de Roystonea regia con un posterior molido de la 
planta hasta obtener un polvo fino con un tamano de partfcula < 5000 urn, con o sin una 
hidrolisis basica que emplea hidroxidos alcalinos o alcalino terreos y organicos, 
especialmente aquellos de bajo peso molecular y mas especialmente aquellos de sodio, 
potasio y calcio e hidroxido de amonio con una posterior extraccion del material vegetal, 
25 seguida de la extraccion selectiva en solvente organico 6 supercritica con CO2. 

El material vegetal con o sin hidrolizar es extraldo utilizando un extractor solido 
liquido convencional donde los acidos grasos y/o los esteres etllicos se separan de los 
componentes que les acompafian en la planta mediante una extraccion selectiva "con ef 
disolvente adecuado, buscado entre alcoholes de 1 a 3 atomos de carbono e 
30 hidrocarburos de 5 a 8 atomos de carbono. Entre estos disolventes podemos mencionar al 
metanol, etanol, 2-propanol, hexano, pentano, isopentano, heptano y octano. 

El rendimiento obtenido se encuentra en un rango entre el 5 y el 20 %. La mezcla 
de acidos obtenida tiene en su composicion los acidos saturados de 12, 14, 16 y 18 
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atomos, asi como lo^fcsaturados de 16:1 y 18:1 atomos de^ftbono cuya composicion 
cualitativa y cuantitativa se reporta en la Tabla 1 . 



Tabla 1. Composicion de los acidos grasos presentes en el extracto lipidico de 

Roystonea regia 

Componente Por ciento relativo en la mezcla de acidos 

10 Acido caprilico (C8:0) < 3.0 

Acido caprico (C10:0) < 3.0 

Acido laurico (C12:0) 3.0 - 40.0 

Acido miristico (C1 4:0) 4.0 - 1 5.0 

Acido palmitico (C1 6:0) 1 0.0 - 80.0 
15 Acido palmitoleico (C1 6:1) 0.15-20.0 

Acido estearico (C1 8:0) 0. 1 - 5.0 

Acido oleico(C1 8:1) 3.0-50.0* 
* Cuantificado en base al total del pico cromatografico en el que se incluye el propio acido 
oleico (60 - 70 % del pico); el acido linoleico (25 - 40 % del pico) y el linolenico (< 10 % del pico 
20 cromatografico) 

Una valoracion global de la sustancia obtenida en la presente invencion a partir de 
Roystonea regia permite afirmar que esta composicion es muy segura y bien tolerada, lo 
que representa una importante ventaja. Esto se ve sustentado por los resultados 
obtenidos en ensayos de toxicidad realizados en roedores que nan reportado ausencia de 
25 toxicidad relacionada con dicho extracto. 

Los objetivos de la presente invencion se describiran en detalles a continuation, 
refiriendose a los ejemplos de realization, los cuales no estaran limitados al alcance de la 
misma. 



30 Ejemplo 1 

Se toman 5 kg. de frutos frescos de Roystonea regia, se ponen a secar en estufa 
con temperatura controlada a 45 °C durante 7 dias y posteriormente se muelen 
empleando un molino hasta obtener un tamafio de particula comprendido entre 1500 y 
2000 jam. De este polvo se toma 1000 g se situan en un reactor agitado, se someten a 
35 hidrolisis alcalina y se extraen posteriormente con 1 0 L de hexano calentando hasta 55 °C 



10 
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con agitation constai^iurante 36 horas. Al cabo de este tie^l se filtra y se evapora a 
sequedad a 50 °C empleando vacio. El extracto obtenido pesa 98,5 g y se analiza 
empleando cromatografia gaseosa, presentando la composition que se presenta en la 

Tabla 2. 

Tabla 2. Composicion de acidos grasos en el extracto lipfdico de Roystonea regia 



Componente Por 


ciento 


Acido caprilico (C8:0) 


1.0 


Acido caprico (C10:0) 


1.0 


Acido laurico (C12:0) 


5.7 


Acido miristico (C14:0) 


4.4 


Acido palmitico (C16:0) 


75.1 


Acido palmitoleico (C16:1 ) 


1.9 


Acido estearico (C18:0) 


1.9 


Acido oleico (C18:1) 


9.1 



15 



Ejemplo 2 

Se toman 1 0 kg. de frutos frescos de Roystonea regia, se ponen a secar en estufa 
con temperatura controlada a 45 °C durante 7 dias y posteriormente se muelen 

20 empleando un molino hasta obtener un tamano de particula < 1 500 urn. De este polvo se 
toma 1 500 g, se someten a hidrolisis alcalina y se extraen posteriormente en un extractor 
Sdxhlet al cual se le anaden 10 L de etanol y se extraen durante 48 horas a 60 °C, 
transcurrido este tiempo se saca la solution organica, se filtra y se evapora a sequedad a 
50 °C con la ayuda de vacio. El extracto asf obtenido se pesa y se analiza empleando 

25 cromatograffa gaseosa, presentando la composicidn que se presenta en la Tabla 3. 



30 
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Tabla 3. Composid^pde acidos grasos en el extracto lipURo de Roystonea regia 

Componente Por ciento relativo en la mezcla de acidos 

Acido caprflico (C8:0) 1 .0 

Acido caprico(C 10:0) 1.0 

5 Acido laurico(C1 2:0) 3,2 

Acido min'stico (C1 4:0) 5,5 

Acido palmftico (C1 6:0) 27,1 

Acido palmitoleico (C16:1) 18,5 

Acido estearico (C1 8:0) 0,3 

10 Acido oleico(C 18:1) 43,4 

Ejemplo 3 

Se toman 5 kg. de frutos frescos de Roystonea regia, se ponen a secar en estufa 
con temperatura controlada a 45 °C durante 7 dfas y posteriormente se muelen 

15 empleando un molino hasta obtener un tamano de particula comprendido entre 1500 y 
1800 pirn. De este polvo se toma 1000 g, se someten a hrdrolisis alcalina y se extraen 
posteriormente en un reactor agitado con 10 L de heptano calentando hasta 60 °C con 
agitacion constante durante 50 horas. Al cabo de este tiempo se filtra el disolvente y se 
evapora a sequedad a 65 °C empleando vario. El extracto as! obtenido se pesa y se 

20 anaiiza empleando cromatograffa gaseosa, presentando la composition que se presenta 
en la Tabla 4. 

Tabla 4. Composicidn de acidos grasos en el extracto lipidico de Roystonea regia 

Componente Por ciento relativo en la mezcla de acidos 

Acido caprilico (C8:0) 1 .0 

25 Acido caprico(C 10:0) 1.0 

Acido laurico (C 12:0) 31.6 

Acido mirfstico (C1 4:0) 12.7 

Acido palmftico (C1 6:0) 1 3.0 

Acido palmitoleico (C16: 1 ) 1.7 

30 Acido estearico (C 18:0) 2.3 

Acido oleico(C1 8:1) 36.6 
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Ejemplo 4 

Se toman 5 kg. de frutos frescos de Roystonea regia, se ponen a secar en estufa 
con temperatura controlada a 45 °C durante 7 dias y posteriormente se muelen 

5 empleando un molino hasta obtener un tamano de partfcula comprendido entre 1000 y 
1800 urn. De este polvo se toma 1000 g, los que se tratan con una disolucion de hidroxido 
de amonio hasta humectar el polvo. Dicho polvo se situa en un reactor agitado y se 
extraen con 10 L de hexano calentando hasta 55 °C con agitation constante durante 36 
horas. Al cabo de este tiempo se filtra el disolvente y se evapora a sequedad a 50 °C 

10 empleando vacio. El extracto asf pbtenido se pesa y se analiza empleando cromatograffa 
gaseosa, presentando la composition que se presenta en la Tabla 5. 

Tabla 5. Composici6n de acidos grasos en el extracto lipidico de Roystonea regia 

Componente Por ciento relativo en la mezcla de acidos 

15 Acido caprilico (C8:0) 1.0 

Acido caprico (C10:0) 1 .0 

Acido laurico(C 12:0) 19.7 

Acido miristico (C1 4:0) 9.7 

Acido palmm'co (C1 6:0) 14.8 

20 Acido palmitoleico (C1 6:1) 0.2 

Acido estearico (C 18:0) 3.8 

Acido oleico (C 1 8: 1 ) 49.8 

Ejemplo 5 

25 Para evaluar el efecto del extracto lipidico del fruto de Roystonea regia se tomaron 

ratones OF1 machos entre 30 y 40 g de peso y adaptados durante 7 dias a las 
condiciones de laboratorio con temperatura y humedad controladas (25 ± 2°C). Despues 
del perfodo de adaptation los animales fueron distribuidos aleatoriamente en diferentes 
grupos experimentales. El extracto del fruto de Roystonea regia fue preparado en una 

30 solution Tween-20/H2O. Las administraciones fueron realizadas por via oral (5mL/kg.) y 
los controles fueron administrados con el vehfculo. La testosterona de deposito fue 
disuelta en aceite vegetal y administrada por via intramuscular (i.m.) a la dosis de 100 
mg/kg. en una unica administration. Los animales fueron distribuidos aleatoriamente y los 
grupos empleados fueron: 1) Control negativo 2) control positivo (animales inyectados con 
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testosterona y admini^os con el vehiculo) 3,4 y 5) aQles inyectados con 
testosterona por via intramuscular (im) y administrados con extracto del fruto de 
Roystonea regie 200, 400 y 800 mg/kg, respectivamente y 6) animales inyectados con 
testosterona y administrados con extracto de Saw palmetto 400 mg/kg. 

Una vez culminado el tiempo de administration (14 dias) los ratones fueron 
sacrificados y el abdomen abierto mediante una incision en la linea media ventral, la 
prostata fue separada de la vejiga y extraida para ser pesada. La comparacion entre los 
grupos controles y tratados fue realizada mediante el test de la U de Mann Whitney. Los 
resultados se presentan en la Tabla 6. 

Como se observa en la tabla, la inyeccion im de testosterona de deposito (100 
mg/kg) produjo un incremento estadisticamente significative del peso de la prostata asi 
como de la relation peso prostata /peso corporal cuando se compare con el grupo control 
negativo. 

TABLA 6. Efecto del extracto lipidico obtenido a partir de los frutos de Roystonea regia en 



Tratamiento 


Dosis 
(mg/kg) 


N 


PC 


PP 


PP/PC 


%l 


Control - 




10 


36.0 ± 0.7 


25.7 ±3.2 


0.72 ± 0.09 




Control + 




10 


35.5 ± 0.68 


54.7 ± 3.8 +++ 


1.55 ±0.12+++ 




Roystonea 
regia 


200 


10 


35.4 ±0.77 


38.7 ±2.6**55.1 


1.09 ±0.08* 


55.4 


Roystonea 
regia 


400 


9 


33.7 ±1.2 


32.3 ±1.2 **77.2 


0.96 ± 0.03 ** 


71.8 


Roystonea 
regia 


800 


11 


33.6 ±0.7 


26.6 ±1.9 *** 96.6 


0.78 ±0.04*** 


92.7 
59.0 ' 


Saw palmetto 


400 


8 


34.3 ±0.84 


| 36.6 ±2.5** 62.1 

i trt> n \ 0/„ I 


1 .06 ± 0.06 ** 
nnrr.entaie de inhibit 


;ion. +++ 



0 



p<0.001 Sham vs control. Test de la U de Mann Whitney, * p< 0.05, ** p< 0.01 . ***p<0.001 

comparacion vs control 

La administration del objeto de la presente invention (200-800 mg/kg) por via oral 
durante 2 semanas inhibio el incremento del tamafio de la prostata inducida por la 
inyeccion de testosterona de manera estadisticamente significativa y dosis dependiente 
con un porcentaje de inhibition que llega hasta el 92.7 % a la dosis mayor (800 mg/kg). A 



WO 2004/082696 



PCT/CU2004/000004 



10 




estas dosis tambien^Pbbserva una disminucion significativa^dosis dependiente de la 
relation peso prostata /peso corporal, con un porcentaje de inhibition del 96.6 % a la 
dosis de 800 mg/kg. Por otra parte, la administration de dosis repetidas de Saw palmetto 
(400 mg/kg) inhibio el crecimiento de la prostata en un 62 % y disminuyo la relation 
5 PP/PC en un 59%, resultando menos efectivo que el extracto del fruto de Roystonea regia 
que a dosis similares produjo una inhibition del 77 y 72 % respectivamente. 

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la eficacia del extracto lipfdico 
de Roystonea regia en un modelo de HPB en el raton, observandose una disminucion 
dosis dependiente del tamano de la prostata que alcanza un % de inhibition del 96.6 % y 
1 0 un % de inhibition mayor, a dosis de 400 mg/kg, que el alcanzado por el Saw palmetto. 



Para evaluar el efecto del extracto lipfdico de los frutos de Roystonea regia se 

tomaron ratas Sprague Dawley machos entre 250 y 270 g de peso y adaptados durante 7 
15 dfas a las condiciones de laboratorio con temperatura y humedad controladas (25 ± 2°C). 

Despues del perfodo de adaptation los animates fueron distribuidos aleatoriamente en 

diferentes grupos experimentales. 

La sustancia obtenida de los frutos de Roystonea regia se suspendio en un 

vehfculo Tween-20/H 2 O, las administraciones se realizaron por via oral (5mL/kg) y los 
20 controles fueron administrados con el vehfculo. El propionato de testosterona fue disuelto 

en aceite vegetal y administrado por via s.c. a la dosis de 4 mg/kg diariamente durante 14 

dias. 

Las ratas tratadas fueron distribuidas en 6 grupos experimentales: 1) Control 
negativo + (aceite vegetal); 2 ) Control (vehfculo) + testosterona; 3, 4, 5) Extracto de frutos 

25 de Roystonea regia 50, 200 y 400 mg/kg. + testosterona. Una vez culminado el tiempo de 
administration (2 semanas) las ratas fueron sacrificadas y desangradas, el abdomen 
abierto mediante una incision en la Ifnea media ventral, la prostata fue separada de la 
vejiga y extrafda para ser pesada. La comparacion entre los grupos controles y tratados 
fue realizada mediante el test de la U de Mann Whitney. Los resultados se presentan en la 

30 Tabla 7. 



Ejemplo 6 
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TABLA 7. Efecto d^Rtracto lipidico obtenido a partir delis frutos de Roystonea 
regia en ratas Sprague Dawley machos con hiperplasia prostatica inducida 



Tratamiento 


Dosis 
(mg/kg) 


n 


PC 


PP 




PP/PC 


%l 


Control - 


0 


10 


354.7 ±6.9 


576.03 ±51.4 


- 


1.6±0.15 


- 


Control + 


0 


10 


339.5 + 6.5 


916.07 ± 34.4 
+++ 


- 


2.7 ±0.12+++ 


■ 


R regia 


50 


9 


322.5 ±10.2 


895.4 ± 34.6 


6 


2.7 ±0.11 


0 


R regia 


200 


9 


335.3 ±6.4 


838.05 ± 30.9 


23 


2.5 ±0.09 


19 


R regia 


400 


10 


342.4 ±6.4 


776 .01 ± 35.4 * 


41 


2.2 ±0.11 * 


45 



PC peso corporal (g), PP peso de la prostata (mg), % I porcentaje de inhibition, ++++ p<0.0001 
Sham vs control., * p< 0.05, ** p< 0.01 comparacion vs control Test de la U de Mann Whitney 



Como se observa, la inyeccion subcutanea de testosterona 4 mg/kg durante 14 
dfas produjo un incremento estadisticamente significative del peso de la prostata asf como 
de la relacion peso prostata /peso corporal cuando se comparo con el grupo control 
negative La administracion del extracto del fruto de Roystonea regia y Saw palmetto (400 

10 mg/kg) por via oral durante 2 semanas inhibio el incremento del tamano de la prostata 
inducida por la inyeccion de testosterona de manera estadisticamente significativa con un 
porcentaje de inhibicion del 41 y el 58 % respectivamente. Tambien se observa a la dosis 
de 400 mg/kg de extracto de Roystonea regia una disminucion significativa de la relacion 
peso prostata /peso corporal, con un porcentaje de inhibicion de 45 % para dicho 

1 5 tratamiento. 

Los resultados obtenidos en este trabajo indican la eficacia de la administracion del 
extracto de frutos de Roystonea regia a la dosis de 400 mg/kg durante 14 dfas a ratas 
tratadas con testosterona, produciendose una inhibicion del incremento del tamano de la 
prostata con relacion al peso corporal similar para ambos tratamientos (45%), lo que habla 
20 a favor del potencial terapeutico del extracto del fruto de la Palma Real. 



Ejemplo 7 

Para evaluar el efecto del extracto del fruto de Roystonea regia se tomaron ratas 
Sprague Dawley machos entre 250 y 270 g de peso y adaptados durante 7 dfas a las 
25 condiciones de laboratorio con temperatura y humedad controladas (25 ± 2°C). Despues 
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del periodo de adapSRin los animales fueron distribuidos al?5toriamente en diferentes 
grupos experimentales. El propionato de testosterona fue disuelto en aceite vegetal y 
administrado por via subcutanea a las dosis de 3 y 4 mg/kg diariamente durante 14 dfas. 
El extracto del fruto de Roystonea regia, fue suspendido en una solution Tween- 
5 20/H 2 O. Las administraciones fueron realizadas por via oral (5mL/kg) y los controles 
fueron administrados con el vehiculo. 

Las ratas tratadas con testosterona 3 mg/kg fueron distribuidas en 5 grupos 
experimentales: 1) Control negativo + (aceite vegetal); 2 ) Control positivo (vehiculo) + 
testosterona; 3,4) D-004 50 y 200 mg/kg. + testosterona; 5) Saw palmetto 200 mg/kg. + 
10 testosterona. A su vez, los animales tratados con 4 mg/kg de testosterona fueron 
distribuidos en 6 grupos experimentales: 1) Control negativo + (aceite vegetal); 2 ) Control 
(vehiculo) + testosterona; 3, 4, 5) Extracto de Roystonea regia 50, 200 y 400 mg/kg. + 
testosterona; 5) Saw palmetto 400 mg/kg. + testosterona. Todos los tratamientos fueron 
administrados durante 14 dias. Los resultados se presentan en las Tablas 8 y 9. 
1 5 TABLA 8. Efecto del extracto lipfdico de Roystonea regia en ratas Sprague Dawley 

machos con hiperplasia prostatica inducida 
Tratamiento Dosis 



Tratamiento 


Dosis 
(mg/kg) 


n 


PC 


PP 


Control - 


0 


9 


507.0 ± 35 


1.43 ±0.09 


Control + 


0 


8 


886.0 ±78.8++ 


2.69 ± 0.26 +++ 


Roystonea regia 


50 


10 


684.8 ± 34.7 * 


2.05 ±0.11* 


Roystonea regia 


200 


10 


693.1 ±36.5* 


2.11 ±0.13 a 


Saw Palmetto 


200 


10 


710.0 ±43.3 1 


2.08 ± 0.14 a 



PC peso corporal (g) , PP peso de la prostata (mg), ++ p<0.01; +++ p< 0.001 comparacion vs 
Sham ; * p<0.05; a : p=0.05 comparacion vs control (Test de la U de Mann Whitney). 



20 



25 
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TAB LA 9. Efecto d^Pctracto lipfdico de Roystonea regia Wratas Sprague Dawley 

machos con hiperplasia prost&tica inducida 



Tratamiento 


Dosis 
(mg/kg) 


n 


PC 


PP 


PP/PC 




Control - 


0 


10 


354.7±6.90 


576.03±51 .4 


1.610.15 




Control + 


0 


10 


339.5+6.50 


916.07±34.4+++ 


2.710.12 
+++ 




Roystonea 
regia 


50 


9 


322.5±10.2 


895.40±34.6 


2.710.11 


6.0 


Roystonea 
regia 


500 


9 


335.3±6.40 


838.05±30.9 


2.510.09 


22.9 


Roystonea 
regia 


400 


10 


342.4±6.40 


776.01+35.4* 


2.210.11 * 


41.2 


Saw 

palmetto 


400 


10 


328.5± 6.80 


720.1141.8** 


2.210.12* 


57.6 



PC peso corporal (g) , PP peso de la prostata (mg), % I porcentaje de inhibicion, ++ p< 0.01; +++ 
p< 0.001 comparacion vs Sham ; * p<0.05; t: p=0.06 comparacion vs control (Test de la U de 
5 Mann Whitney). 



Ejemplo 8 

En este estudio se utilizaron conejos con un peso corporal entre 4 a 5 kg. El 
crecimiento del pelo de cada uno de los conejos se midio antes, durante y despues del 
10 tratamiento oral con extracto de Roystonea regia con un intervalo de 4 semanas entre 
cada medicion. En cada caso se rasuraba un area marcada previamente del dorso del 
conejo y pesaba el pelo de una pulgada cuadrada de superficie, la cual fue marcada antes 
del inicio del ensayo. La colecta del pelo de cada conejo fue realizada despues de sedar 
al animal. 

15 Los conejos se distribuyeron en 4 grupos de 5 conejos cada uno, los conejos del 

grupo 1 recibieron una administration diaria de 400 mg de extracto de Roystonea regia 
una vez al dia, los conejos del grupo 2 recibieron vehiculo una vez al dia, los conejos del 
grupo 3 recibieron 400 mg del extracto de Roystonea regia dividida en dos porciones de 
200 mg y los conejos del grupo 4 recibieron el vehiculo 2 veces al dta, al igual que el 

20 grupo 3. 

La suma de los cambios en el peso del pelo con respecto al peso inicial al inicio del 
experimento se realiza un analisis de varianza las diferencias entre los grupos tratados y 
los grupos controles se determina por el uso de un test no parametrico de Wilcoxon para 
datos no pareados. Los cambios se consideran significativamente diferentes para p <o,05 
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este estudio demostraron que los comjos de los grupos 1 y 3 
presentaron un crecimiento del pelo significativamente superior al de los grupos 2 y 4 y, a 
su vez, superiores a los que presentaban al inicio del estudio, por lo que se demuestra 
que el extracto de Roystonea regia puede ser utilizado para el tratamiento de la alopecia. 
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COMPOSICI6N farmaceutica y procedimiento para el tratamiento y 

PREVENCI6N DE LA HIPERPLASIA PROSTATICA Y LA PROSTATITIS A PARTIR DE 

LOS FRUTOS DE ROYSTONEA REGIA 

5 

REIVINDICACIONES 

1. Composicion farmaceutica obtenida a partir de los frutos maduros o verdes de 
Roystonea regia caracterizada por contiener una mezcla de los acidos grasos 
primarios de 8 a 28 atomos de carbono compuesta por acido caprilico (C8:0), caprico 

10 (C10:0), laurico (C12:0), miristico (C14:0), palmftico (C16:0), palmitoleico (CI 6:1), 
estearico (C18:0) y oleico (C18.i) (que incluye oleico propiamente dicho, linoleico y 
linolenico), asf como una mezcla de esteres de los acidos grasos referidos, los acidos 
grasos libres se enriquecen a partir de la hidrdlisis de los esteres. 

2. Composicion farmaceutica que contiene una mezcla de acidos grasos y sus esteres 
15 acorde a la reivindicacion 1 caracterizada por la siguiente composicion de acidos 

grasos 



Mezcla de acidos grasos en el extracto lipidico de Roystonea regia 


Acido caprilico (C8:0) 


<3.0 


Acido caprico (C 10:0) 


<3.0 


Acido laurico (C12:0) 


3,0-40,0% 


Acido miristico (C14:0) 


4,0-15,0% 


Acido palmltico (C16:0) 


10,0-80,0% 


Acido palmitoleico (C16:1) 


1,5-20,0% 


Acido estearico (C18:0) 


0,1 -5,0% 


Acido oleico (C18:1) 


3,0 - 50,0 % 



3. Composicion farmaceutica conteniendo una mezcla de acidos grasos acorde a las 
reivindicaciones 1 y 2 para uso en el tratamiento de la HPB, la prostatitis, la alopecia y 
el hirsutismo. 

4. Metodo de obtencion de la composicion farmaceutica obtenida a partir de Roystonea 
30 regia acorde a las reivindicaciones 1, 2 y 3 caracterizado por un tratamiento de 

secado, molido y tamizado de los frutos de Roystonea regia, el extracto se separa del 
resto de los componentes mediante un proceso de extraction solido-lfquido usando 
como solventes organicos hidrocarburos de 5 a 8 atomos de carbono y alcoholes de 1 
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a 3 atomos de ca^rono, asf como mezcla de estos, ya sea sin o con una hidrolisis 
basica previa empleando un hidroxido o alcalis. 
5. Metodo de obtencion acorde a la revindication 4 caracterizado porque los frutos de 



obtener un tamano de particula <6000 urn, el tiempo de extraction de los 
componentes del extracto activo varia entre 1 hasta 50 h en un rango de temperatura 
comprendido entre 0 y 70 °C. 

6. Metodo de obtencion acorde„a las reivindicaciones 4 y 5 caracterizado porque se 
10 emplean hidroxidos alcalinos o alcalino terreos y organicos para !a hidrolisis basica, 

especialmente aquellos de bajo peso molecular y mas especialmente aquellos de 
sodio, potasio, calcio y amonio. 

7. Metodo de obtencion acorde a las reivindicaciones 4 y 5 caracterizado porque el 
pentano, hexano, heptano y octano se utilizan como hidrocarburos en la extraction de 

1 5 dicho extracto, conteniendo la mezcla de acidos grasos. 

8. Metodo de obtencion acorde a las reivindicaciones 4 y 5 caracterizado porque el 
metanol, etanol, n-propanol y 2-propanol son usados como alcoholes en dicho extracto 
natural, conteniendo la mezcla de acidos grasos. 

9. Composition farmaceutica reflejada segun reivindicaciones 1, 2 y 3 para ser usada 
20 como medicamento en el tratamiento de la HPB, la prostatitis, la alopecia y el 

hirsutismo. 

10. Composition farmaceutica obtenida con 6 sin etapa de saponification segun las 
reivindicaciones 1 y 2, caracterizada por su utilization en el tratamiento y 6 en la 
prevention de la HPB, la prostatitis, la alopecia y el hirsutismo 

25 1 1 . Composition farmaceutica segun reivindicaciones 1, 2 y 3 para ser usada como 
medicamento en el tratamiento de la HPB, la prostatitis, la alopecia y el hirsutismo. 
12. Composition farmaceutica obtenida con 6 sin etapa de saponification segun la 
reivindicacion 1, 2 y 3 caracterizada por su utilization en el tratamiento y/o prevention 
de la HPB, la prostatitis, la alopecia y el hirsutismo 

30 13. Composition farmaceutica obtenida con 6 sin etapa de saponification segun las 
reivindicaciones 1, 2, 3, 10, 11 y 12 caracterizada por su utilization, a dosis diarias 
entre 50 y 1000 mg, que se formula especialmente a dosis entre 150 y 1000 mg para 
su administration como formas orales solidas (capsulas, capsulas blandas, tabletas) 6 



5 



Roystonea regia deben ser secados a una temperatura entre 10 - 100 °C en uh tiempo 
comprendido entre 1 y 1000 h y molidos empleando un molino adecuado que permita 
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Kquidas (emulsions!}, como supositorios 6 como tinturas, lociones 6 shampoos para 
action local,, en el tratamiento y/o prevention de la HPB, la prostatitis, la alopecia y el 
hirsutismo. 
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estado de la tecnica pcrtinentc pero que se cita por permitir la 
comprension del principio o teorla que constituye la base de la 
invenci6n. 

documento particularmente relevante; la invencitin reivindicada no 
puede considerarse nueva o que implique una actividad .inventiva 
por referencia al documento aisladamente considerado. 
documento particularmente relevante; la invencibn reivindicada no* 
puede considerarse que implique una actividad inventiva cuando el 
documento se asocia a otro u otros documentos de la misma 
naturaleza, cuya combinacion resulta evidente para un experto en 
la materia. 

documento que forma parte de la misma familia de patentes. 


Fecha en que se ha concluido efectivamente la busqueda internacional. 
17 Mayo 2004 (17.05.2004) 


Fecha de expedici6n del informe de busqueda internacional 

1 9 MAY ?nn4 i a 05. 2on4 


Nombre y direction postal de la Administration encargada de la 
busqueda internacional O.E.P.M. 

C/Panama 1, 28071 Madrid, Espafta. 
N°de fax 34 91 3495304 


Funcionario autorizado 

Asha Sukhwani 
N°detelefono + 34 91 3495473 



INFORME DE BUSQUEDA INTERN ACIONAL 

Informaci6n relativa a miembros de familias de patentes 


Solicitud internacional n° 

JK/ CU 2004/000004 
W 


Docurnento de patente citado 
en el informe de busqueda 


publicacion 


Miembro(s) de la 
familia de patentes 


Fecha de ' 
publicacion 


CU21519A1 


09.06.1987 


DD 230795 A 1 


11.12.1985 


CN 11 84670 A 


17.06.1998 


NINGUNO 













*J r- 



